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研究成果の概要（和文）：イネの代表的な病害抵抗性反応であるファイトアレキシン生産へ至るシグナル伝達は、ジャ
スモン酸(JA)依存性経路とJA非依存性伝達経路で制御されている。本研究では、様々なストレスによるファイトアレキ
シン生産において、JA非依存性経路が機能しており、JA非依存性経路においては二次シグナル物質としてサイトカイニ
ン (CK)が機能している可能性を示した。また、ファイトアレキシン生産においてJAとCKが相互に抑制的に機能してい
ることも明らかにした。以上のようなCKの機能を確認するため、現在、CRISPR-Cas9を用いたゲノム編集の手法を用い
てCK生合成変異体の作製を試みている。

研究成果の概要（英文）：Phytoalexins are antifungal secondary metabolites produced in response to 
pathogen infection in higher plants. It has been shown that signal transduction pathways leading to 
phytoalexin production are regulated by jasmonate (JA)-dependent and JA-independent pathways in rice. In 
this study, we suggested that the JA-independent pathway functions in the phytoalexin production induced 
by several abiotic stresses as well as pathogen infection, and that cytokinin functions as a second 
signal in the JA-independent pathway. In addition, we found cross-talk between JA and CK in the 
regulation of phytoalexin

研究分野： 農学
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  １版



１．研究開始当初の背景 

（１）ジャスモン酸(JA)は、ストレス応答、

生殖器官形成、塊茎形成誘導等の重要な生理

機能を果たしている植物ホルモンであるが、

単子葉植物であるイネにおける JA の生理機

能については多くが未解明である。これは、

これまで性状解析が十分に行われた JA 生合

成変異体がなかったことが原因の一つと考え

られる。そこで、申請者らは、大阪市立大学

の飯野教授、カールスルーエ工科大学（ドイ

ツ）の Riemann らとの共同研究でイネの JA 生

合成変異体候補である cpm2、hebiba につい

て詳細な解析を行い、それらがともに allene 

oxide cyclase (AOC) 遺伝子の deletion 突

然変異体であることを明らかにした（Riemann 

et al. 2013）。イネにおいて AOC 遺伝子は 1

コピーしか存在しないため、cpm2 や hebiba

においては、JA 生合成が顕著に抑制されてい

る。一方、シロイヌナズナにおける JAR1 は、

JA を活性型と考えられるジャスモン酸-イソ

ロイシン複合体(JA-Ile) へ変換する酵素で

あるが、イネにおいて JAR1のオルソログと考

えられる遺伝子(OsJAR1)の遺伝子領域に、内

在性レトロトランスポゾン Tos17 が挿入され

た osjar1変異株が存在していた。申請者らは、

osjar1 変異株植物体について、内生 JA 類の

定量分析、JA 応答性遺伝子の発現解析等を行

い、当該変異株が JA-Ile 生産能を欠損してお

り、JA-Ile には応答するが、JA には応答しな

いことを明らかにした（Shimizu et al. 2013）。 

 

（２）イネにおいて JA 処理によりファイトア

レキシンの生産が誘導されることはよく知ら

れている。そこで、申請者らは、cpm2および

osjar1 を用いて JA のファイトアレキシン生

産における役割の解析を行った。重金属エリ

シターである塩化銅(II)や JA でイネを処理

するとジテルペン型のファイトアレキシンや

フラボノイド型のファイトアレキシンである

サクラネチンの生産が誘導される。塩化銅

(II)処理では JA の生産も誘導されるので

(Rakwal et al. 1996)、最近まで、イネのフ

ァイトアレキシン生産は JA を介したシグナ

ル伝達経路で制御されていると考えられてい

た。ところが、cpm2に塩化銅(II)処理すると

サクラネチン生産は顕著に抑制されたが、ジ

テルペン型ファイトアレキシン生産は野生型

イネに塩化銅(II)処理した場合と同等あるい

はそれ以上であった。また、cpm2において抑

制されていたサクラネチンの生産は JA の同

時投与により野生型のレベルまでに回復した

（Shimizu et al. 2013）。一方、osjar1に塩

化銅(II)処理を行うと cpm2 の場合と同様に

サクラネチンの生産は顕著に抑制されたが、

ジテルペン型ファイトアレキシンの生産は野

生型イネに塩化銅処理した場合と同等であっ

た。osjar1 に JA を処理するとジテルペン型

ファイトアレキシンもサクラネチンの生産も

顕著に抑制されたが、JA-Ile を処理すると両

タイプのファイトアレキシンの生産が野生型

のイネと同等のレベルで認められた。以上の

結果は、イネのジテルペン型ファイトアレキ

シン生産においては、JA 依存性経路だけでな

く、JA 非依存性経路が機能しており、サクラ

ネチン生産は JA 依存性経路のみで制御され

ることを強く示唆するものと考えられる。 

 

２．研究の目的 

（１）申請者らの研究により初めて存在が明

らかになった、ジテルペン型ファイトアレキ

シン生産に至る JA 非依存性シグナル伝達経

路を解明する足掛かりを得るため、JA 非依存



性のファイトアレキシン生産に至るシグナル

伝達経路において重要な機能を果たしている

鍵転写因子を同定し、その機能を解明する。 

 

（２）JA 非依存性経路において機能する低分

子の二次シグナル物質を同定し、その防御応

答における機能を物質レベル、遺伝子レベル

で解析する。 

 

３．研究の方法 

（１）JA 非依存性のシグナル伝達において機

能する鍵転写因子の単離・解析 

 野生型と cpm2 の葉身をそれぞれ塩化銅

(II)処理した後、経時的にサンプリングし、

得られた植物材料から RNA を抽出精製し、マ

イクロアレイを用いてトランスクリプトーム

解析を行った。また、農業生物資源研究所グ

ループとの共同研究では、データベース Rice 

FREND（http://ricefrend.dna.affrc.go.jp）

を使用して同定された、ジテルペン型ファイ

トアレキシンの生合成酵素遺伝子と同調的に

発現する転写因子遺伝子の過剰発現体や発現

抑制体について、ジテルペン型ファイトアレ

キシンの内生レベルを LC-MS/MS 法により定

量した。 

 

（２）JA 非依存性のシグナル伝達に関与する

二次シグナル物質の追究 

 我々のグループによる先行研究で、ジテル

ペン型ファイトアレキシンの生産を誘導する

ことが明らかになっていた植物ホルモンであ

るサイトカイニンに着目し、各種ストレス処

理におけるサイトカイニン生産とジテルペン

型ファイトアレキシン生産との関連を解析し

た。ファイトアレキシンの生産制御に関与す

る JA やサイトカイニンの内生レベルは、内部

標準を用いて LC-MS/MS 法により定量した。フ

ァイトアレキシン誘導活性は、イネ葉身から

作製した内径6 mmのリーフディスクを用いて

検定した。 

 

４．研究成果 

（１）ジテルペン型ファイトアレキシン生合

成酵素遺伝子の発現を制御する転写因子の単

離と機能解析 

 塩化銅(II)処理した野生型とcpm2の葉身を

植物材料として用いた経時的トランスクリプ

トーム解析の結果、cpm2で野生型と同等に機

能すると考えられる6026遺伝子が同定され、

その中には塩化銅(II)処理後2時間以内に誘

導される、約50個の早期応答性転写因子の存

在が明らかになった。現在、これら50個の転

写因子について機能解析を進めている。一方、

農業生物資源研究所グループがジテルペン型

ファイトアレキシンの生産制御を調節する転

写因子候補として見出したDPFについては、過

剰発現体、発現抑制体におけるジテルペン型

ファイトアレキシンのLC-MS/MS分析を行い、

過剰発現体の葉身では数百倍から数千倍に増

産されていること、発現抑制体の根において

はそれらの蓄積量が顕著に減少したことを示

した。こうして、DPFはイネにおけるジテルペ

ン型ファイトアレキシンの生産を制御する鍵

転写因子であることが明らかになった。しか

しながら、DPFはJA処理によっても誘導される

ので、JA依存性、非依存性シグナル伝達経路

が合流したあとで機能する転写因子と考えら

れる。現在、DPFのJAおよびサイトカイニンに

よる発現誘導機構を追究している。  

 

（２）JA酸非依存性シグナル伝達経路におい

てジテルペン型ファイトアレキシン生産に関



与する二次シグナルの追究 

 すでに述べたように、サイトカイニンがJA

非依存性シグナル伝達経路で二次シグナルと

して機能する可能性が考えられることから、

まず、野生型とcpm2の葉身において、塩化銅

(II)処理（病原菌感染と同様にイネに病害抵

抗性反応を誘導する）によりサイトカイニン

の生産が誘導されるかどうかを調べたところ、

処理後6時間で増加し始め24時間で最大レベ

ルに達することが明らかになった。また、サ

イトカイニンが、野生型でもcpm2においても

同等にジテルペン型ファイトアレキシンを誘

導することやジテルペン型ファイトアレキシ

ン生産に至るシグナル伝達において、JAとサ

イトカイニンが相互に抑制的に機能している

ことも示された。cpm2においては、塩化銅(II)

処理により、サイトカイニンが野生型以上の

レベルで生産誘導されることから、JAはサイ

トカイニン合成に関しても抑制的に機能して

いるものと考えられる。また、ファイトアレ

キシン生産を誘導するUV-C照射やセレブロシ

ド処理により、cpm2において野生型以上のレ

ベルでジテルペン型ファイトアレキシンが誘

導され、さらにそれに先行してサイトカイニ

ンの生産も誘導されていることが分かった。

こうして、JA非依存性のファイトアレキシン

生産は、様々なストレスによって誘導され、

JA依存性のストレス応答を補完する機能を有

することが強く示唆された。 

 一方、イネ葉身において、塩化銅(II)処理

により誘導されるサイトカイニン生合成酵素

を分子生物学的手法により探索したところ、

LOGL9とIPT3が塩化銅(II)誘導のサイトカイ

ニン生合成において鍵酵素として機能してい

る可能性が示された。JA非依存性のジテルペ

ン型ファイトアレキシン生産におけるサイト

カイニンの機能を確認するため、現在、スト

レス誘導的なサイトカイニン合成が起こらな

い変異体の取得を目指し、LOGL9とIPT3の遺伝

子破壊株の作製をCRISPR-Cas9を用いたゲノ

ム編集の手法を用いて試みている。 
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